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Nos últimos anos, a suplementação com ácido fólico (AF) vem sendo amplamente 
incentivada devido à sua importante prevenção dos defeitos no fechamento do tubo neural 
(DFTN). Atualmente, a Organização Mundial da Saúde (OMS) recomenda que as gestantes 
recebam AF na dosagem de 400µg por dia, até o final do primeiro trimestre.  Porém, com as 
políticas públicas de fortificação de alimentos com AF, a ingestão deste pode estar excedendo 
o limite recomendado e são escassos os estudos avaliando as consequências dessa “super” 
exposição a longo prazo nas grávidas que  utilizaram o AF como suplementação. Assim, 
nosso objetivo foi avaliar os efeitos da suplementação com AF sob parâmetros motores e de 
memória após o período de prenhez das ratas Wistar. Foram utilizadas vinte e uma ratas 
Wistar, e assim que confirmada a prenhez, divididas em três grupos experimentais: Controle 
(ração padrão de biotério), AF2 (2mg AF/Kg de dieta) e AF20 (20mg AF/Kg dieta). Tanto a 
ração quanto os animais foram pesados todos os dias, sendo as avaliações comportamentais 
através dos testes de Campo Aberto, Reconhecimento de Objetos e Esquiva Inibitória, as 
quais foram iniciadas após o desmame (n=7/grupo). Nossos resultados não mostram diferença 
entre os grupos, apenas entre dias dentro do mesmo grupo, quando analisado o ganho de peso 
diário e a quantidade de ração consumida durante a gestação. Quando avaliada a atividade 
locomotora e a memória aversiva, os grupos não apresentam quaisquer diferenças entre eles. 
No entanto, quando avaliada a memória de longa duração no teste de reconhecimento de 
objetos ambos os grupos suplementados apresentam um pior desempenho, sugerindo um 
déficit na formação da memória. No seu conjunto, nossos resultados demonstram que tanto a 
dosagem recomendada (2mg/Kg) quanto a em excesso (20mg/Kg), em animais tratados 
durante os 21 dias de gestação estão associados a um déficit na memória de reconhecimento, 
mas não na memória aversiva e nem na atividade locomotora.  
 









In recent years, supplementation with folic acid (FA) has been widely encouraged due to 
important prevention of neural tube defects (NTD). Currently, the World Health Organization 
(WHO) recommends that pregnant women receive a daily dose of 400µg to FA until the end 
of the first trimester. However, with the public policy of fortification of foods with AF, the 
intake of this may be exceeding the recommended limit and there are few studies evaluating 
the consequences of this "super" long-term exposure in pregnant women who used the FA as 
supplementation. Thus, our aim was to evaluate effects of supplementation to FA in both 
motor and memory parameters after the pregnancy period in female Wistar rats. Twenty-one 
Wistar rats were used, and so confirmed the pregnancy, divided into three groups: control 
(standard diet of biotery), FA2 (2 mg FA/kg diet) and FA20 (20 mg FA/kg diet). Both feed 
and the animals were weighed every day, and the behavioral assessments through Open Field, 
Object Recognition and Inhibitory Avoidance test, which began after weaning (n = 7/group). 
Our results show no difference between the groups, only between days within the same group,  
when analyzing the average daily gain and the feed intake during pregnancy. When measured 
locomotor activity and aversive memory, the groups do not present any differences between 
them. However, when evaluating the long-term memory in the object recognition test both 
groups supplemented have a poorer performance, suggesting a deficit in formation of 
memory. Taken together, our results demonstrate that both recommended dosage (2mg/kg) 
and excess (20 mg/kg) in treated animals during the 21 days of pregnancy are associated with 
a deficit in the recognition memory but not in memory or aversive and locomotor activity. 
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1 INTRODUÇÃO  
 
1.1 ÁCIDO FÓLICO 
 
O ácido fólico (AF) é uma vitamina hidrossolúvel do complexo B, não sintetizada 
pelos humanos e por esse motivo deve ser obtida através da ingestão de alimentos como 
espinafre, brócolis, fígado e algumas frutas cítricas. Essa vitamina é crítica para a biossíntese 
de nucleotídeos, remetilação da homocisteína e reações de metilação (Smith et al., 2008; 
Araujo et al., 2015). Em vários tecidos, incluindo o cérebro, essa vitamina tem um papel 
crítico nas reações de transferência de um carbono, essenciais para a síntese de DNA e RNA, 
nucleotídeos do metabolismo de aminoácidos e para reações de metilação (Araujo et al., 
2015) conforme a Figura 1. No encéfalo, esse papel é crucial para a síntese de 
neurotransmissores, hormônios, fosfolípidos de membrana e de mielina (Araujo et al., 2015), 
sendo que recentemente se sugeriu que ingestão de folato durante a gravidez tem um papel 
importante na manutenção da mielina (Lee et al., 2010). 
 
Figura 1. Via do folato no metabolismo de um carbono. 5,10-MTHF: N5,N10-metilenotetraidrofolato; 
5-MTHF: N5-metiltetraidrofolato; 10-FTHF: N10- formiltetraidrofolato; BHMT: betaina–homocisteína 
metiltransferase; DHF: diidrofolato; DMG: dimetilglicina; dTMP: deoxitimidina monofosfato; dUMP: 
deoxiuridina monofosfato; MS: metionina sintase; MTHFR: metilenotetraidrofolato redutase; SAH: S-
adenosilhomocisteína; SAM: s-adenosilmetionina; SHMT: serina hidroximetiltransferase; THF: tetraidrofolate; 
TS: thimidilato sintase e vit B12: vitamina B12. Adaptado de Araújo et al., 2015. 
 
O folato é a forma natural encontrada nos alimentos, estando presente na natureza na 
forma de poliglutamatos, e o AF, por ser monoglutâmico, tem uma maior biodisponibilidade. 
15 
 
A absorção de folato depende da redução da forma poli para monoglutâmica no intestino. 
Quando absorvido, o folato é reduzido a tetraidrofolato (THF), o composto ativo (Féliz et al., 
2012), e sua excreção se dá através de vias urinárias e biliares (Ferreira et al., 2005).  
A relação do AF com a redução de defeitos do fechamento do tubo neural (DFTN) no 
período embrionário já é bem estabelecida (Czeizel & Dudás, 1992); recentemente, a sua 
suplementação também vem sendo associada à prevenção de eventos isquêmicos (Assaneli et 
al., 2004) e danos oxidativos causados pela homocisteinemia (Matté et al., 2007), ao controle 
dos sinais e sintomas da doença de Alzheimer (Mattson & Shea, 2003) e melhoras no quadro 
de depressão (Budni et al.,2013). 
 
1.2 SUPLEMENTAÇÃO DE ÁCIDO FÓLICO 
 
Desde a década de 90 existe um crescente incentivo à suplementação com AF durante 
a gestação, visto que essa é uma intervenção que está relacionada com uma redução nos riscos 
de ocorrência de DFTN (Rosemberg et al., 2005; Asadi-Pooya et al., 2015); por isso, a 
ingestão dietética adequada de AF se torna de extrema importância para mulheres em idade 
fértil ou para aquelas que pretendem engravidar (Salvalágio et al., 2005). 
Inicialmente, em 1968, a OMS sugeriu uma dose profilática de 300 µg diárias de AF 
durante toda a gestação. Entretanto, em 1998, essa dose de suplementação foi elevada para 
400 µg/dia (OMS, 2013), a qual é mantida até hoje e deve ser feita pelo menos um mês antes 
da gestação até o final do primeiro trimestre da mesma. Em 1996, o FDA (Food and Drug 
Administration) determinou o enriquecimento de cereais e todas as farinhas com 140 µg de 
ácido fólico/ 100 g de farinha de trigo (Jacques et al., 1999). No Brasil, a Agência Nacional 
de Vigilância Sanitária (ANVISA) aprovou o regulamento técnico que estipula a fortificação 
de farinhas de trigo e milho com ferro e AF, através da RDC 344/2002 (ANVISA, 2002), para 
que toda a população no Brasil, em especial as gestantes, tenha acesso a essa vitamina 
(Ferreira et al., 2005).  
Contudo, apesar da OMS recomendar o uso da suplementação apenas até o final do 
primeiro trimestre, muitas mulheres ingerem esse nutriente durante toda a gestação, sendo que 
uma suplementação tardia, ou seja, após o terceiro mês da gravidez, não teria mais efeito 
sobre a prevenção de defeitos do tubo neural (Stoltzfus et al, 1998). Considerando-se que o 
nível de ingestão de AF em alimentos fortificados é estimado em não mais do que 100 a 200 
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µg por dia, e reconhecendo que muitas gestações não são planejadas, todas as mulheres que 
possam engravidar devem tomar um multivitamínico contendo 400 µg de AF diariamente 
(Health Canada, 2014). É importante que os profissionais de saúde não aconselhem doses 
mais elevadas de AF do que é recomendado, pois há informações limitadas sobre 
suplementação de ácido fólico em doses mais elevadas (Cawley et al., 2015).   
Mesmo em países sem fortificação obrigatória, as pessoas têm ácido fólico não 
metabolizado detectável no sangue, o que poderia indicar superdosagem, provavelmente por 
causa da ingestão voluntária de alimentos (Sweeney et al., 2005). Então, parece claro que com 
a política de fortificação obrigatória de farináceos, muitas pessoas podem apresentar altos 
níveis de ácido fólico não metabolizado na corrente sanguínea. Um estudo realizado nos 
Estados Unidos constatou que 78% das mulheres pós-menopáusicas em jejum tinham ácido 
fólico não metabolizado no sangue (Troen et al., 2006). Outro estudo relatou a presença de 
AF não metabolizado em praticamente todos os participantes do ensaio clínico, em 
concentrações acima de 1 nmol/L (Pfeiffer et al., 2015). Também foi relatado que em 
aproximadamente 40% dos adultos mais velhos avaliados em uma pesquisa foi detectado AF 
não metabolizado (Bailey et al., 2010). Ainda, em um estudo no Canadá em que mulheres em 
período de amamentação foram suplementadas com placebo, 5-metilTHF ou ácido fólico, 
observou-se a presença de AF não metabolizado em 96% das amostras de leite testadas, 
mostrando que a ingestão materna de ácido fólico sintético leva ao aparecimento de AF não 
metabolizado no leite, sendo desconhecido o impacto disso sobre a biodisponibilidade do 
folato em crianças (Houghton et al., 2009).  
 
“Decisões políticas em qualquer país considerando fortificação com um ou 
vários micronutrientes não devem ser limitadas à documentação das 
indicações para a fortificação (...). Um plano para avaliar a eficácia e 
segurança da intervenção também é necessário. Embora tal avaliação possa 
ser cara, a população-alvo de uma intervenção de âmbito nacional ou global 
merece ser informada sobre a sua eficácia no que diz respeito à promoção da 
saúde, prevenção de doenças e segurança.” (Rosemberg, 2005) 
 
Portanto, vários estudos destacam a necessidade de uma melhor compreensão da 
suplementação com AF, observando-se as políticas de fortificação de alimentos e o consumo 





1.3 ESTUDOS AVALIANDO SUPLEMENTAÇÃO DE AF EM GESTANTES 
 
Os efeitos da suplementação materna de AF durante a gestação geram resultados 
controversos. Burdge e colaboradores (2012) ressaltam que como o folato participa 
indiretamente da regulação de transcrição epigenética, os efeitos da suplementação materna 
de AF podem ser prejudiciais à prole e ainda não são completamente compreendidos.  
Em estudos avaliando a suplementação materna de AF em ratos, observou-se 
diminuição no peso e no tamanho de filhotes cujas mães foram suplementadas com altos 
níveis de AF (Achón et al., 1999; Takimoto et al., 2011; Mikael et al., 2013), aumento da 
glicose sanguínea e diminuição nos níveis de insulina em ratos adultos que tiveram suas mães 
suplementadas durante todo o período gestacional (Joshi et al., 2003) e características de 
síndrome metabólica em prole de mães tratadas com uma dose excessiva de AF na gestação 
(Keating et al., 2015).  
No entanto, já foram descritos diversos efeitos benéficos dessa suplementação, como 
associações positivas entre uso de suplementos de AF durante o primeiro trimestre da 
gravidez e desempenho cognitivo das crianças. Além disso, o AF foi associado a um melhor 
desenvolvimento neurológico, desempenho verbal e motor em crianças de 4 anos (McGarel et 
al., 2015), bem como o já bem estabelecido efeito de prevenção de defeitos do fechamento do 
tubo neural (Czeizel and Dudás, 1992). 
 
1.4 OUTROS ESTUDOS AVALIANDO SUPLEMENTAÇÃO DE AF  
 
Levando-se em conta a utilização do AF em suplementação de gestantes, seu 
importante papel antioxidante, sua contribuição na prevenção dos DFTN, além de seu duplo 
efeito, outros possíveis efeitos dessa suplementação, não somente em relação à suplementação 
materna, já foram investigados. 
Recentemente, sugeriu-se que o AF pode melhorar memória de curto prazo, mas piorar 
a de longo prazo, sendo dose dependente (Shooshtari et al., 2012). Carletti e colaboradores 
(2012) observaram que o tratamento com AF também foi capaz de prevenir os efeitos 





,-ATPase produzidos por lesão hipóxica-isquêmica (HI), atuando assim, como um 
neuroprotetor. Por outro lado, um recente estudo indicou que o déficit na memória espacial foi 
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agravado em ratos submetidos à HI suplementados com AF (Carletti et al., 2015). Além disso, 
foram identificados déficits na memória espacial e na motivação em ratos adolescentes 
suplementados (Sittig et al., 2012). Ainda, estudos mostram que altas concentrações 
sanguíneas de ácido fólico em humanos podem estar relacionadas à diminuição da 
citotoxicidade das células natural killer (Troen et al., 2006), diminuição da eficácia de drogas 
usadas contra a malária (Carter et al., 2005), psoríase (Salim et al.,  2006), além de risco 
aumentado de resistência à insulina (Yajnik et al., 2008) e uma possível tendência de 
desenvolvimento de autismo (Beard et al., 2011). Além disso, a inadequada ingestão de AF 
vem sendo associada ao desenvolvimento ou aumento de certos tipos de câncer (Baluz et al., 
2002), sendo que níveis mais elevados de folato têm sido associados a uma redução nos casos 
de câncer colorretal na prole de mães suplementadas (Burdge et al., 2012), mas também vem 





A consolidação da memória é um processo gradual e prolongado, sendo necessárias 
horas para formação de memória de longo prazo. Durante muito tempo, acreditava-se que 
somente os neurônios realizavam esses processos; no entanto, os astrócitos (células gliais 
mais heterogêneas no Sistema Nervoso Central) contribuem de forma essencial na formação 
da memória (Zorec et al., 2015). Diz-se que a memória de curto prazo está envolvida no 
processamento de informação nova, enquanto a memória de longo prazo é formada 
constantemente (Alonso et al., 2002).  
Nos últimos anos, intensificaram-se as pesquisas relacionando a plasticidade sináptica 
com aprendizagem e memória (Ménard et al., 2012) e sabe-se que o neurotransmissor 
excitatório glutamato está diretamente envolvido nesses processos. Seus receptores, presentes 
tanto em células gliais quanto neuronais, são divididos em dois tipos: ionotrópicos e 
metabotrópicos. Os receptores metabotrópicos são receptores acoplados à proteína G, sendo 8 
já descritos e subdivididos em 3 grupos: Grupo 1 (mGluR1 e mGluR5), grupo (mGluR2 e 
mGluR3) e grupo 3 (mGluR4, mGluR6, mGluR7 e mGluR8) (Ménard et al., 2012). Os 
receptores ionotrópicos são canais iônicos ativados por agonistas glutamatérgicos e incluem 
os subtipos de receptores AMPA (2-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxaole-4-propinate), NMDA 
(N-metil-d-aspartato) e cainato.  A estimulação desses receptores conduz à potenciação de 
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longa duração (LTP), que é o aumento de respostas pós-sinápticas, que pode durar horas, dias 
ou semanas após uma estimulação de aferentes pre-sinápticos (Izquierdo et al., 2008).  Estes 
receptores permitem a entrada de íons Ca
2+
 na célula, ativando vias de sinalização 
intracelular, produzindo, então, mudanças na expressão genética e a produção de LTP, 
favorecendo a formação de memórias de longa duração (Ménard et al., 2012). 
Todos esses processos são regulados pelo Fator Neurotrófico Derivado do Encéfalo 
(BDNF) o qual regula a sobrevivência e diferenciação de populações específicas de neurônios 
e modula a função sináptica tanto para a memória de curto prazo quanto para a de longo 
prazo, regulando a plasticidade sináptica no hipocampo e é diretamente envolvido na LTP 
(Alonso et al., 2002).  
Sabe-se que determinados tipos de memória são altamente dependentes do hipocampo, 
como por exemplo, a memória espacial; porém, a aquisição de memórias de medo 
condicionado dependem em grande parte da amígdala (Ménard et al., 2012). A formação da 
memória aversiva requer uma série de eventos moleculares na região CA1 hipocampal 
(Izquierdo et al., 2008), além do envolvimento da amígdala para que haja associação a um 
estímulo aversivo (Flavell & Lee, 2012).  
Adaptativamente, a capacidade de formar memórias é um pré-requisito para a 
adaptação comportamental de um organismo às mudanças ambientais (Halder et al., 2015), 
sendo esse processo complexo, gradual, desenvolvido em várias etapas e envolvendo 



















Considerando que: existe um grande incentivo à suplementação com ácido fólico, não 
há um consenso entre a dose e o tempo mais recomendados e pouco se conhece a respeito dos 
efeitos dessas diferentes doses sobre as gestantes, seria de grande importância um estudo que 
avaliasse o efeito da suplementação de ácido fólico durante a gestação em doses consideradas 































1.7.1 Objetivo geral 
 
 
O objetivo desse estudo foi investigar os efeitos comportamentais em ratas Wistar 
suplementadas com diferentes níveis de ácido fólico durante o período gestacional 
 
 
1.7.2 Objetivos específicos 
 
Investigar os efeitos dos diferentes níveis de suplementação com ácido fólico durante 
todo o período gestacional nas ratas progenitoras, após o desmame, avaliando: 
- Atividade locomotora pelo teste do campo aberto 
- Memória de reconhecimento pelo teste de reconhecimento de objetos 
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Nos últimos anos, a suplementação com ácido fólico (AF) vem sendo amplamente incentivada 
devido à sua importante prevenção dos defeitos no fechamento do tubo neural (DFTN). O AF 
é um micronutriente pertencente ao grupo das vitaminas do complexo B, e crítico para 
garantir funções celulares como a biossíntese de nucleotídeos.  Atualmente, a Organização 
Mundial da Saúde (OMS) recomenda que as gestantes recebam AF na dosagem de 400µg por 
dia, até o final do primeiro trimestre.  Porém, com as políticas públicas de fortificação de 
alimentos com AF, a ingestão deste pode estar excedendo o limite recomendado e são 
escassos os estudos avaliando as consequências dessa “super” exposição a longo prazo nas 
grávidas que  utilizaram o AF como suplementação. Assim, nosso objetivo foi avaliar os 
efeitos da suplementação com AF sob parâmetros motores e de memória após o período de 
prenhez das ratas Wistar. Foram utilizadas vinte e uma ratas Wistar, e assim que confirmada a 
prenhez, divididas em três grupos experimentais: Controle (ração padrão de biotério), AF2 
(2mg AF/Kg de dieta) e AF20 (20mg AF/Kg dieta). Tanto a ração quando os animais foram 
pesados todos os dias, sendo as avaliações através dos testes de Campo Aberto, 
Reconhecimento de Objetos e Esquiva Inibitória iniciada após o desmame (n=7/grupo). 
Nossos resultados não mostram diferença entre os grupos, somente nos dias dentro do mesmo 
grupo, quando analisado o ganho de peso diário e a quantidade de ração consumida durante a 
gestação. Quando avaliada a atividade locomotora e a memória aversiva, os grupos não 
apresentam quaisquer diferenças entre eles. No entanto, quando avaliada a memória de longa 
duração no teste de reconhecimento de objetos ambos os grupos suplementados apresentam 
um pior desempenho, sugerindo um déficit na aquisição da memória. No seu conjunto, nossos 
resultados demonstram que tanto a dosagem recomendada (2mg/Kg) quanto a em excesso 
(20mg/Kg), em animais tratados durante os 21 dias de gestação estão associados a um déficit 
na memória de reconhecimento, mas não na memória aversiva e nem na atividade locomotora.  
 





O ácido fólico (AF) é uma vitamina hidrossolúvel do complexo B que atua como 
cofator no metabolismo de um carbono possuindo um papel crítico na biossíntese de 
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nucleotídeos e remetilação da homocisteína, além do conhecido efeito de redução dos defeitos 
de fechamento do tubo neural (Czeizel and Dudás, 1992).  Neste contexto, a suplementação 
de AF pelo menos um mês antes da gestação e a manutenção até o final do primeiro trimestre 
da mesma, além da utilização da dosagem recomendada (400µg) é fundamental (OMS 2013). 
Na literatura é bem evidente um duplo efeito da suplementação materna com AF em 
roedores: em estudos avaliando suplementação com altos níveis de AF na gestação, foi 
observado diminuição no peso e no tamanho de filhotes (Achón et al., 1999; Mikael et al., 
2013) e características de síndrome metabólica na prole (Keating et al., 2015). Além disso, foi 
evidenciado um aumento da glicose sanguínea e diminuição nos níveis de insulina em ratos 
adultos que tiveram suas mães suplementadas durante todo o período gestacional (Joshi et al., 
2003). No entanto, efeitos benéficos do AF enquanto suplemento em mulheres grávidas já 
foram bem descritos: associações positivas entre uso de suplementos de AF durante o 
primeiro trimestre da gravidez e melhor desempenho cognitivo das crianças, melhor 
desenvolvimento neurológico, superior desenvolvimento verbal e motor em crianças de 4 
anos (McGarel et al., 2015), bem como o já bem estabelecido efeito de prevenção de defeitos 
do fechamento do tubo neural (Czeizel and Duda´s, 1992). Chama-se atenção o fato de que 
todos os estudos supra-citados têm como foco de estudo a prole das mães suplementadas com 
AF. Para nosso conhecimento, não há estudos investigando os efeitos da suplementação a 
longo prazo nas progenitoras tratadas.  
Além dos estudos envolvendo suplementação materna de AF e avaliação da prole, 
outros estudos se propuseram a investigar o efeito do AF e também destacam o já comentado 
duplo efeito. O AF foi associado a uma melhora na memória de reconhecimento de curto 
prazo, mas não de longo, dose dependente (Shooshtari et al., 2012). Em um estudo com 





,-ATPase produzida por lesão hipóxica-isquêmica, que foi revertida pelo 
tratamento com AF nos neonatos, o qual também foi capaz de prevenir os efeitos ansiogênicos  
e déficits na memória aversiva causados pela lesão. Por outro lado, atuando na mesma lesão, o 
AF agravou o déficit na memória espacial (Carletti et al., 2015). Corroborando com esse 
estudo, Sittig e colaboradores (2012) observaram déficits na memória espacial e na motivação 
em ratos adolescentes suplementados. Ainda, em casos de câncer, novamente se observou o 
duplo efeito do AF: níveis mais elevados de folato têm sido associados a uma redução nos 
casos de câncer colorretal na prole de mães suplementadas (Burdge et al., 2012), mas também 
vem sendo relacionado com a progressão de alguns tumores (Song et al., 2000; Song et al., 
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2000)).  Além disso, diminuição da eficácia de drogas usadas contra a malária (Carter et al., 
2005), psoríase (Salim et al.,  2006), risco aumentado de resistência à insulina (Yajnik et al., 
2008) e uma possível tendência de desenvolvimento de autismo (Beard et al., 2011) já foram 
demonstrados em estudos envolvendo altas concentrações sanguíneas de AF em humanos. 
  Levando-se em conta o duplo efeito do AF, o grande incentivo à suplementação com 
essa vitamina durante a gestação, a falta de consenso entre as doses e o tempo para 
suplementação e a escassez de trabalhos avaliando as progenitoras suplementadas, nosso 
objetivo foi investigar os efeitos comportamentais em ratas Wistar suplementadas com 
diferentes níveis de ácido fólico, dose recomendada e dose excessiva, durante o período 








Foram utilizadas ratas adultas da linhagem Wistar provenientes do Centro de 
Reprodução e Experimentação de Animais de Laboratório (CREAL) da Universidade Federal 
do Rio Grande do Sul. Os animais ficaram alojados no biotério setorial do Departamento de 
Ciências Morfológicas (ICBS) desta Universidade sendo mantidos em ambiente climatizado 
(22 
o
C), com ciclo claro/escuro de 12 horas e disponibilidade de ração e água ad libitum. O 
protocolo experimental foi desenvolvido de acordo com as diretrizes da Lei AROUCA 
(11.794, de 08/08/2008), está de acordo com o Conselho Nacional de Experimentação Animal 
(CONCEA) e foi submetido à Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA/UFRGS), o qual 




Após duas semanas de ambientação, as ratas foram submetidas a exames 
colpocitológicos para determinação da fase do ciclo estral na qual se encontravam. As fêmeas 
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foram colocadas em caixas individuais com machos assim que estivessem na fase receptível 
(proestro), permanecendo até o dia seguinte, quando foi realizado um novo exame 
colpocitológico para confirmação do acasalamento. Logo que confirmado, este foi 
considerado o dia 0 gestacional.  
  
Definição dos Grupos Experimentais e Suplementação com Ácido Fólico 
 
 Após confirmada a gestação, as ratas prenhas foram aleatoriamente divididas em 3 
grupos, de acordo com o tipo de dieta. Todas as dietas foram baseadas no AIN-93, tanto nos 
animais com dieta padrão quanto nos tratados (Reeves et al., 1993). Neste estudo, 3 grupos 
experimentais foram definidos de acordo com o grau de suplementação de AF (n=7/grupos):  
a) Controle: ração padrão de biotério (contendo 0,2 mg/Kg de AF) 
b) AF2: Ração suplementadas com 2 mg/kg de AF; 
c) AF20: Ração suplementadas com 20 mg/kg de AF . 
 A suplementação com 2 mg/kg de AF na ração das ratas prenhes seria o equivalente à 
suplementação indicada para mulheres grávidas (Alonso-Aperte, 1997). Já a suplementação 
com 20 mg/kg de AF nas rações seria um nível 10 vezes superior ao recomendado, o que é 
visto na clínica com as mulheres que suplementam com 5 mg/dia de AF, sendo que esta, que é 
considerada uma superdosagem, vem sendo utilizada em estudos prévios (Wang et al., 2012; 
Mikael et al., 2013; Barua et al., 2015). Durante toda a prenhez, as fêmeas foram pesadas para 
acompanhamento do ganho de peso e o consumo de ração foi mensurado. Após o desmame, 




Poucos trabalhos têm avaliado os efeitos da suplementação com ácido fólico durante 
todo o período gestacional nas prenhes após o nascimento dos filhotes. No presente estudo, a 
avaliação comportamental das mães iniciou-se 24h após o desmame dos filhotes através dos 




- Campo Aberto (open field) 
 
 Para avaliação da atividade locomotora, as fêmeas foram colocadas em uma caixa de 
madeira de dimensões de 50 x 50 x 39 cm (comprimento x altura x profundidade), com uma 
parede frontal de vidro. O campo aberto é dividido em 9 quadrantes iguais. Os animais foram 
colocados no quadrante posterior esquerdo e observou-se a latência que levam para sair deste 
quadrante, o número de cruzamentos entre os quadrantes e número de elevações verticais 
(rearings), em um tempo de 300 segundos (Netto et al., 1986). 
 
- Teste de Reconhecimento de Objetos 
 
Esse teste permite avaliar a memória de reconhecimento de acordo com Ennaceur & 
Delacour (1988) adaptado por Pereira e colaboradores (2008). Os animais foram colocados 
em uma caixa de vidro igual à do teste Campo Aberto, medindo 50 x 50 x 39 cm 
(comprimento x altura x profundidade), contendo dois objetos. Na fase de treino, foram 
colocados dois objetos iguais (“A1” e “A2”) e se observou o tempo de exploração de cada 
objeto durante 5 minutos. Após um intervalo de 5 minutos o animal foi recolocado na caixa 
para a fase de teste para avaliação da memória de curta duração. Nessa fase, um dos objetos 
foi trocado por um novo objeto, tendo-se então objetos “A1” e “B” e também se avaliou o 
tempo de exploração por mais 5 minutos. Após 24h, para avaliação de memória de longa 
duração, foi observada a exploração de um novo conjunto de objetos (“A1” e “C”). Para a 
análise desse teste, utilizou-se o Índice de Reconhecimento:  
    
                                   –                                     
                                                                        
  
 
 - Teste da Esquiva Inibitória 
 
Esse teste permite avaliar a memória aversiva de acordo com Netto e colaboradores 
(1985) e Izquierdo e colaboradores (1999). A esquiva inibitória é um aparato de alumínio que 
tem a parte frontal de acrílico transparente com espaçamento de fuga de 200 x 75 mm. O 
assoalho é composto de grades eletrificáveis separadas entre si, por 12,5 mm conectadas a um 
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estimulador elétrico. Na parte esquerda do assoalho existe uma plataforma onde o animal foi 
colocado no dia de treino com a cabeça voltada para o fundo da caixa e se observou a latência 
que o animal demorou a descer para a grade. Quando o animal tocou a grade com as quatro 
patas levou dois choques seguidos de 0,6 mA, e em seguida foi devolvido para sua caixa-
moradia. O teste foi realizado 24 horas após o treino onde se recolocou o animal na 
plataforma e se observou a latência para descida em um tempo máximo de 180 segundos 
(Izquierdo et al., 1999; Netto et al., 1985).  
 
Estatística 
 Para análise estatística, foi utilizadA ANOVA (análise de variância) de uma via, 
seguida de teste Tukey para Campo Aberto e Reconhecimento de Objetos, e Kruskal-Wallis 
seguido de Dunn para Esquiva Inibitória. Foi considerado significativo p<0,05. Todas as 





1. Ganho de peso e consumo de ração 
 
- Ganho de peso 
 
 Analisando-se o ganho de peso, ANOVA de medidas repetidas com pós-teste de 
Tukey mostrou somente efeito do dia (F(20,40) = 12,31 P<0,0001)), indicando não haver 
diferença no ganho de peso entre os grupos, mas diferença ao longo dos dias no mesmo grupo 
(Figura 1):  
Grupo Controle: dia 18 difere dos dias 2-15 (exceto 12) (p = 0,0019, 0,0076, 0,0004, 
0,0004, 0,0048, 0,0048, < 0,0001, 0,0182, 0,0030, 0,0030, 0,0048, 0,0404 e 0,0030, 
respectivamente), dia 19 é diferente dos dias 4 (p = 0,0273), 5 (p = 0,0273), 8 (p = 0,0019), 
dia 20 é diferente dos dias 2-15 (exceto 4) (p = 0,0019, 0,0076, 0,0004, 0,0004, 0,0048, 
0,0048, < 0,0001, 0,0182, 0,0030, 0,0030, 0,0048, 0,0404 e 0,0030, respectivamente) e dia 21 
é diferente dos dias 4 (p = 0,0404), 5 (p = 0,0404) e 8 (p = 0,0030).  
29 
 
Grupo AF2: dia 1 difere dos dias 3 (p = 0,0182), 7 (p = 0,0119), 8 (p = 0,0404) e 12 (p 
= 0,0404), dia 3 é diferente dos dias 17 (p = 0,0404) e 18 (p = 0,0273), dia 7 é diferente do 17 
(p = 0,0273) e 18 (p = 0,0182) e o dia 20 é diferente dos dias 3 (p = 0,0182), 7 (p = 0,0119), 8 
(p = 0,0404) e 12 (p = 0,0404). 
Grupo AF20: dia 3 é diferente do dia 1 (p = 0,0488), dia 17 diferente dos dias 3 (p = 
0,0024), 5 (p = 0,0182), 7 (p = 0,0119), 9 (p = 0,0404) e 14 (p = 0,0273). Dia 18 diferente dos 
dias 3 (p = 0,0147), e 12 (p =), dia 19 diferente dos dias 3 (p = 0,0002), 4 (p = 0,0223), 5 (p = 
0,0019), 6 (p = 0,0076), 7 (p = 0,0011), 8 (p = 0,0076), 9 (p = 0,0048), 12 (p = 0,0182) e 14 (p 
= 0,0030), dia 20 é diferente dos dias 3 (p = 0,0095) e 7 (p = 0,0404) e dia 21 diferente de 3 (p 
= 0,0003), 4 (p = 0,0333), 5 (p = 0,0030), 6 (p = 0,0119), 7 (p = 0,0019), 8 (p = 0,0119), 9 (p 
= 0,0076), 12 (p = 0,0273) e 14 (p = 0,0048). 
 
- Consumo de ração 
 
A análise estatística através ANOVA de medidas repetidas seguida de Tukey 
novamente só evidencia o efeito do dia (F(21,42) = 4,279 P<0,0001)), mostrando que o 
consumo diário de ração não difere entre os grupos, somente ao longo dos dias considerando 
o mesmo grupo (Figura 1): 
Grupo Controle: dia 21 é diferente dos dias 9 (p = 0,0218), 12 (p = 0,0005), 13 (p = 
0,0125), 14 (p = 0,0020), 15 (p = 0,0070), 17 (p = 0,0125), 18 (p = 0,0003) e 19 (p = 0,0368).  
Grupo AF2: dia 1 é diferente do dia 18 (p = 0,0368).  
Grupo AF20: dia 5 difere dos dias 7 (p = 0,0223), 16 (p = 0,0223), 18 (p = 0,0034), 19 
(p = 0,0123) e 20 (p = 0,0223) 
 
2. Teste Campo Aberto 
 
Considerando o comportamento exploratório no Campo Aberto, nenhuma variável sofreu 
alteração entre os grupos, analisando-se: latência para sair do primeiro quadrante (F (2, 18) = 
0,254; p = 0,778), número de cruzamentos F (2, 18) = 0,165; p = 0,849) e número de rearings 
(F (2, 18) = 0,9231; p = 0,4153), conforme mostrado na Tabela 1. 
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3. Teste Reconhecimento de Objetos 
 
Memória de Curta Duração 
Considerando a análise de memória de curta duração, a ANOVA de uma via seguida de 
Tukey não indicou diferença, analisando-se o Índice de Reconhecimento (IR), entre os grupos 
experimentais (Figura 2). Porém, existe uma tendência à significância entre os grupos 
Controle e AF20 (resultado da ANOVA (F (2, 18) = 2,629; p = 0,0996), apontando um menor 
IR no grupo AF20. 
 
Memória de Longa Duração 
A memória de longa duração, avaliada 24h após a primeira exposição aos objetos, também foi 
investigada. A ANOVA de uma via seguida de Tukey mostrou resultado significativo 
analisando-se o IR entre os grupos experimentais (F (2,18) = 5,322; p = 0,0153), sendo que o 
grupo Controle apresenta maior IR tanto em relação ao grupo AF2 quanto ao grupo AF20 (p = 
0,022 e p = 0,04, respectivamente) conforme a Figura 2. 
 
4. Teste Esquiva Inibitória 
 
Sessão de Treino 
Analisando a sessão de treino, o teste de Kruscal-Wallis não mostrou resultado significativo 
na variável latência para descer da plataforma entre os grupos experimentais (p = 0,576) 
conforme a Figura 3.  
 
Sessão de Teste 
Na sessão de teste, a análise por Kruscal-Wallis não mostra significância entre os grupos, 
observando-se a latência para descer da plataforma (p = 0,075). Porém, no teste de Dunn, 
existe uma tendência de significância entre os grupos Controle e AF2 na sessão de teste (p = 






Nesse trabalho, nos propusemos a investigar os possíveis efeitos de uma 
suplementação com AF durante todo período de prenhez de ratas Wistar. Existe uma 
recomendação da OMS para que mulheres façam suplementação com AF na dose 400µCg por 
dia e até o final do primeiro trimestre de gestação (OMS, 2013), porém o que se observa na 
prática é que não existe um consenso entre a dose e o tempo mais recomendados para essa 
intervenção. Observou-se no presente estudo que animais tratados com 2mg/Kg e 20mg/Kg de 
AF apresentaram prejuízo na memória de reconhecimento de longa duração. Além disso, 
animais tratados com a dose mais baixa de AF (2mg/Kg), possivelmente apresentam uma pior 
memória aversiva comparado aos outros grupos.  
Durante a gestação, um período fisiologicamente particular do organismo feminino, 
ocorrem diversas mudanças metabólicas, visando uma adaptação a esse novo contexto (Alves, 
2012). Existe um crescente incentivo à suplementação com AF durante a gestação, inclusive 
existindo uma dose recomendada pela OMS (400 µg/dia) e uma política de fortificação de 
alimentos iniciada nos EUA durante a década de 90 e que se estendeu a vários outros países, 
incluindo o Brasil com a aprovação de um regulamento técnico pela ANVISA em 2002 (RDC 
344/2002, ANVISA, 2002).  
Um dos fatores que mais diverge nos trabalhos com suplementação de AF é a dose de 
administração de folato. Alguns autores utilizam fortificação com doses mais baixas (Schorah 
et al., 1998), enquanto que outros preferem fármacos sintéticos, com doses diárias elevadas 
(Landgren et al. 1995; Chauveau et al., 1996; Barua et al., 2015; Keating et al., 2015); porém, 
além dos já bem descritos efeitos, sua influência do AF no SNC ainda é parcialmente 
compreendida. Em diversos estudos avaliando a deficiência de folato também ficam evidentes 
déficits cognitivos, em especial relacionados a memória e aprendizado (Berrocal-Zaragoza et 
al., 2014). Contudo, ainda são poucos estudos avaliando o efeito da suplementação dessa 
vitamina, em especial, com doses consideradas excessivas. Por isso, nosso estudo se propôs a 
investigar os efeitos da suplementação materna de AF na própria progenitora.     
De acordo com Achón e colaboradores (1999), devido ao fato de o AF ser uma 
vitamina hidrossolúvel, possui um baixo potencial tóxico. Nossos resultados mostram que 
todos os animais tiveram ganho de peso durante  toda a gestação, não havendo diferença ao 
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longo dos dias no ganho de peso, tampouco no consumo diário de ração. Tais achados 
evidenciam um desenvolvimento gestacional adequado em todos os grupos experimentais.  
No presente estudo, a atividade motora geral e comportamentos do tipo ansiedade 
foram avaliados no teste Campo Aberto; pode-se dizer isso devido ao fato de não ter havido 
quaisquer diferenças na exploração do aparato (sendo preferencialmente pelas periferias entre 
todos os grupos experimentais), termos observado reduzido número de bolos fecais no aparato 
após a realização do teste, bem como não termos visto diferença significativa entre os grupos 
em nenhuma das variáveis analisadas, o que, em conjunto,  indica não haver déficit motor 
nem comportamentos ansiogênicos causados pela suplementação com essas dosagens de AF. 
Apesar de esses achados serem em ratas progenitoras, corroboram com o recente estudo de 
Barichello e colaboradores (2015) em que a prole de ratas suplementadas com diferentes 
níveis de AF (5, 10, 15mg/Kg) durante toda gestação também não apresenta alteração 
significativa nas mesmas variáveis analisadas no Campo Aberto. Além disso, em resultados 
prévios do nosso grupo também não se viu efeito do AF em filhotes suplementados com dose 
de 5mg/Kg (Carletti et al., 2012).  
No nosso estudo, analisando a memória de curta duração no teste de reconhecimento 
de objetos, não observamos nenhum resultado estatisticamente significativo; porém, existe 
uma tendência de significância entre os grupos Controle e AF20. Já na memória de longa 
duração, a ANOVA mostrou um maior IR do grupo Controle em relação aos dois grupos 
suplementados, indicando que o AF foi capaz de prejudicar a formação de memória de 
reconhecimento em ambos os tempos avaliados. Esses resultados vão ao encontro de um 
achado recente de Carletti e colaboradores (2015) em que um tratamento crônico com AF na 
dose de 5mg/Kg em filhotes prejudicou a memória espacial e de trabalho no teste Water 
Maze. Contudo, esses resultados contrapõem parcialmente um estudo que sugere uma melhora 
na memória de curto prazo em dosagens mais elevadas de AF, porém, um prejuízo na de 
longa duração em doses maiores (Shooshtari et al., 2012).  
Também neste estudo, avaliou-se a memória aversiva através do teste Esquiva 
Inibitória. A formação da memória aversiva depende que ocorra uma série de processos 
moleculares na região CA1 hipocampal (Izquierdo et al., 2008). Sabe-se que além do 
hipocampo, a amígdala é outra estrutura com papel chave em memórias relacionadas ao 
medo. Durante o condicionamento na esquiva inibitória, acredita-se que as representações 
contextuais do ambiente são formadas no hipocampo e a associação ao choque se dá na 
amígdala, porém ainda é alvo de estudo o quanto as duas estruturas são necessárias (Flavell & 
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Lee, 2012). No presente estudo, analisando a sessão de treino, observou-se que não há 
diferença significativa na variável latência para descer da plataforma entre os grupos 
experimentais. Já na sessão de teste, apesar de não haver significância de resultados na 
latência, o grupo AF2 tem um pior desempenho comparado aos grupos Controle e AF20. 
Existe um claro aprendizado por parte de todos os grupos experimentais analisando as sessões 
de treino e de teste. Porém, apesar de nosso achado mostrar um possível déficit na memória 
aversiva por parte do grupo AF2, deve-se levar em conta que o número de animais avaliados é 
pequeno, podendo não se confirmar esse resultado. Em 2012, Carletti e colaboradores também 
não observaram alteração na memória aversiva de animais tratados cronicamente com 
5mg/Kg de AF no teste Esquiva Inibitória, o que nos leva a pensar que o AF possivelmente 
não está envolvido na aquisição de respostas de medo condicionadas. 
Sabe-se que o armazenamento de informações no encéfalo é um processo gradual e 
que envolve diferentes tipos ou fases de formação da memória. É descrito que memória de 
curto prazo está envolvida no processamento de informação nova, enquanto a memória de 
longo prazo está sempre sendo formada (Alonso et al., 2002). Esta tem como base a 
potenciação de longa duração (LTP), que é o aumento de respostas pós-sinápticas, que pode 
durar horas, dias ou semanas após uma estimulação de aferentes pre-sinápticos (Izquierdo et 
al., 2008).  Tais processos são dependentes do Fator Neurotrófico Derivado do Encéfalo 
(BDNF) o qual modula a função sináptica tanto para a memória de curto prazo quanto para a 
de longo prazo, regulando a plasticidade sináptica no hipocampo (Alonso et al., 2002). A 
formação da memória de longa duração no hipocampo é muito dependente de receptores N-
metil-D-aspartato (NMDA). E, interessantemente, Brocardo e colaboradores (2008) 
observaram uma inibição dos receptores NMDA causada pelo AF. Já é descrito que o 
bloqueio desses receptores previne a indução da LTP, prejudicando o aprendizado de tarefas 
que requerem o hipocampo (Shapiro, 2001). Portanto, é possível propor que o prejuízo de 
mnemônico do AF pode estar relacionado com uma alteração nos receptores glutamatérgicos.  
Outros estudos envolvendo a suplementação de folato em excesso evidenciam déficits 
cognitivos. Recentemente, viu-se supressão da função da tireoide tanto na periferia quanto no 
hipocampo associada a déficits na memória espacial em ratos adolescentes (Sittig et al., 
2012). Sittig e colaboradores observaram uma diminuição nos níveis de T3 e T4 na periferia 
(mas não de TSH) e diminuição em níveis de proteínas dos receptores tireoidianos α1 e β1 no 
hipocampo, e propõem que esse resultado pode estar associado a uma possível metilação tanto 
do receptor do TSH na tireoide (o que, consequentemente, leva à diminuição de T3 e T4 
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circulantes) quanto receptores tireoidianos no hipocampo. Sabe-se que hormônio da tireóide 
(TH) é essencial para o desenvolvimento normal do hipocampo (Bernal et al., 1995), o qual é 
crítico para as associações entre estímulos visuais e verbais (Wheeler et al., 2011). 
Corroborando a isso, estudos mais recentes evidenciam os efeitos duradouros do 
hipotireoidismo congênito sobre o funcionamento do hipocampo (Wheeler et al., 2015) e 
relacionam alterações microestruturais na substância branca com a disfunção na memória em 
pacientes hipotireóideos (Singh et al., 2014). Considerando o exposto, alterações metabólicas 
da tireoide poderiam ser uma outra linha para a compreensão dos déficits cognitivos 
consequentes à suplementação com AF. 
Portanto, nossos resultados demonstraram que houve um déficit funcional na memória 
de longa duração causado pela suplementação com as duas doses utilizadas. Cabe ressaltar 
que este é o primeiro trabalho que avalia ratas progenitoras e que foram suplementadas 
durante todo o período de prenhez. Para melhor compreensão dos efeitos da suplementação 
com AF, sugerimos a realização de mais estudos através de técnicas de imunoistoquímica, 
realizando marcações com BDNF, GFAP e NeuN, análises morfológicas do encéfalo através 
de coloração com Hematoxilina e Eosina, além de outros testes comportamentais, em especial 
avaliando-se memória, a fim de que se elucidem os mecanismos que possam estar envolvidos 
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Tabela 1  
Teste de Campo Aberto.  
 
Grupo Latência Cruzamentos Rearings 
Controle 11,285±3,27 63,714±9,71 45,571±6,87 
AF2 9,857±1,76 48,714±7,20 37,142±6,00 
AF20 8,857±1,92 48,714±5,60 34,428±5,13 
Variáveis analisadas no teste: latência para sair do primeiro quadrante, número de cruzamentos e número de 
rearings. Resultados expressos em Média±Erro Padrão. ANOVA de uma via (p = 0,4118). AF2: grupo 
suplementado com ração com 2mg/Kg; AF20: grupo suplementado com ração com 20mg/Kg 
 
Figura 1 
Avaliações durante a prenhez. A. Consumo diário de ração. a = dia 21 diferente dos dias  9, 12, 13, 14, 15, 17, 
18, 19; b = dia 1 diferente do dia 18; c = dia 5 diferente dos dias 7, 16, 18, 19 e 20.  B. Ganho de peso médio. a = 
dia 18 difere dos dias 2-15, dia 19 e 21 diferentes dos dias 4, 5 e 8, dia 20 diferente dos dias 2-15. b = dia 1 e 20 
diferentes dos dias 3, 7, 8 e 12, e dias 3 e 7 diferentes dos dias 17 e 18, dia 20. c = dia 3 diferente do dia 1, dia 17 
diferente dos dias 3, 5, 7, 9, 12 e 14, dia 18 diferente dos dias 3 e 12, dia 19 diferente dos dias 3-9, 12 e 14, dia 
20 é diferente dos dias 3 e 7, e dia 21 é diferente dos dias 3-9, 12 e 14. ANOVA de uma via, p<0,05. Resultados 
apresentados em Média±Erro Padrão. AF2: grupo suplementado com ração com 2mg/Kg; AF20: grupo 







Teste de Reconhecimento de Objetos. Índice de Reconhecimento (IR) de memórias de curta e de longa duração. 
Resultados expressos em Média±Erro Padrão. *Diferença entre o grupo Controle e ambos os grupos 
suplementados, AF2 e AF20 (p = 0,0216 e p = 0,0399, respectivamente) na memória de longa duração. ANOVA 
de uma via seguida de Tukey, P<0,05 (p = 0,0153). AF2: grupo suplementado com ração com 2mg/Kg; AF20: 




Teste de Esquiva Inibitória. Latência para descer da plataforma. Resultados expressos em Mediana±Intervalo 
Interquartil. Kruscal-Wallis seguido de teste Dunn, P<0,05 (p = 0,0753). AF2: grupo suplementado com ração 
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3 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 
 
 
Com esse trabalho, foi possível observar que: 
 
- O AF, tanto na dosagem recomendada (2mg/Kg) quanto na excessiva (20mg/Kg) foi 
capaz de prejudicar a formação da memória de longa duração avaliada através do 
Reconhecimento de Objetos;  
- Em relação à memória de curta duração, embora não haja diferença pela estatística, 
existe uma tendência de prejuízo do grupo AF20 comparando-se com o grupo Controle.  
- No teste de Esquiva inibitória, não se observaram resultados significativos 
comparando-se quaisquer grupos experimentais. No entando, novamente existe uma tendência 
de significância entre o grupo Controle e o AF2.  
- Ainda, em relação aos resultados, não se viu qualquer alteração motora nem 
características do tipo ansiedade entre os grupos avaliados no teste Campo Aberto.  
 
Cabe ressaltar que nosso resultado se deu a partir de um n de animais parcial, portanto 
as tendências observadas no nesse estudo podem não se confirmar. Mais estudos são 
necessários para melhor compreensão dos mecanismos nos quais o ácido fólico possa estar 
atuando. Por isso, nossas perspectivas são de aumentar o n de animais, realizar mais um teste 
comportamental avaliando especialmente memória (OX-Maze) a fim de correlacionar com 
dados obtidos previamente, além de analisar estruturas encéfalicas, em especial o hipocampo, 
através de imunoistoquímica, analisando-se num primeiro momento marcação por BDNF e, 
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ANEXO B – CARTA DE APROVAÇÃO DA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE 
ANIMAIS (CEUA) 
 
 
 
